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RESUMO

A cebolinha (Allium fistulosum L.) é originaria da Sibéria, pertence a familia das Aliaceas e possui
grande importancia econdmica para os pequenos produtores. O mildio é uma doenca fangica que
limita a producéo de cebolinha devido a sua agressividade e também por haver poucos fungicidas
recomendados para seu controle. Desta forma, objetivou-se avaliar o controle in vivo e in vitro do
agente causal do mildio da cebolinha com o fertilizante foliar Copper Crop®(CC), bem como o
desenvolvimento e a producéo da cebolinha. O experimento in vivo foi realizado em campo, na regiao
do Planalto Rural, em Montes Claros-MG. Os tratamentos foram quatro diferentes concentracées de
0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L* do CC. Plantas pulverizadas com o fungicida Supera® (hidréxido de
cobre 53,74%), na concentracdo de 5 mL.L™* ou sem aplicacdo de produto, foram consideradas como
testemunhas. Esses produtos foram aplicados no intervalo de 3 em 3 dias. Utilizou-se neste
experimento o DBC, com quatro repeticdes. Para as avaliagcbes, foram feitos o isolamento e a
identificacdo morfoldgica e molecular do fungo. Foram feitas seis avaliagdes em campo, de oito em
oito dias, durante quarenta dias. Foram avaliadas a incidéncia e a severidade da doenca e o
desenvolvimento vegetativo, como nimero de folhas por planta e comprimento médio das folhas das
plantas. Ap6s os quarenta dias de avaliagdo, avaliou-se a producéo final como nimero de magos/m?;
producdo de massa fresca e seca total de folhas/m?; producdo comercial/m?; andlise de cobre e
nitrogénio das folhas. Os experimentos in vitro foram desenvolvidos no Laboratério de Pesquisa em
Fitopatologia da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros, para avaliar a
inibicdo do crescimento micelial fingico. No primeiro experimento, foram estudados o fertilizante CC
nas concentracées de 0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L? e o hidréxido de cobre a 5 mL.L™. Ja no
segundo experimento, foi avaliado o fertilizante CC nas concentra¢des 1,0, 5,0, 10,0, 13,0 e 15,0
mL.L?, para comparagdo da testemunha sem controle e com o hidréxido de cobre. O isolado de
Peronospora destructor foi cultivado em meio BDA. Em seguida, discos de 4 mm de didametro do meio
de cultura contendo micélio fungico foram retirados e colocados no centro das placas de Petri, com as
diferentes concentragdes. As placas foram acondicionadas em temperatura ambiente, por um periodo
de 16 dias, quando obteve-se o crescimento micelial até atingir as bordas das placas da testemunha.
Utilizou-se o DIC, com 5 repetigdes. O agente causal do mildio na cebolinha foi identificado pelas
caracteristicas morfoldgicas tipicas e confirmado pela analise filogenéticas com 100% de similaridade
como sendo P. destructor. O fungicida reduziu a incidéncia e a severidade em 40 e 45%,
respectivamente. J& o produto CC reduziu apenas a severidade em 45% na maior concentracgao (0,75
mL.LY) estudada. Para o desenvolvimento vegetativo e produtivo, observou-se que houve maior
desenvolvimento da parte aérea com aumento de 40% e 45% do CC e fungicida, respectivamente.
No estudo quimico in vitro, o fungicida obteve reducéo de 100% do micélio fangico, enquanto que
com o fertilizante CC, foi observado que com o0 aumento das concentracdes ocorreu uma reducéo do

crescimento micelial, atingindo 100% de controle a partir da concentragdo 5,0 mL.L ™.

Palavras-Chaves: Cebolinha. Mildio. Fertilizante foliar. Controle.



ABSTRACT

Bunching onion (Allium fistulosum L.) is originated from Siberia, belong to the Aliaceae family and
have great economic importance for small producers. Downy mildew is a fungal disease that limits
Bunching onion production due to its aggressiveness and also because there are few fungicides
recommended for its control. Thus, the objective was to evaluate the in vivo and in vitro control of the
causal agent of downy mildew of Bunching onion with the foliar fertilizer Copper Crop®(CC), as well as
the development and production of the Bunching onion. The in vivo experiment was carried out in
field, in the Planalto Rural region, in Montes Claros-MG. The treatments were four different
concentrations of 0.125, 0.25, 0.50 and 0.75 mL.L of the CC. Plants sprayed with Supera® fungicide
(copper hydroxide 53.74%), at a concentration of 5 mL.L™? or without product application, were
considered as controls. These products were applied at intervals of every 3 days. It was used the DBC
in this experiment, with four replications. For the evaluations were performed isolation and
morphological and molecular identification of the fungus. They were carried out six evaluations in
field, every eight days, for forty days. They were evaluated the incidence and severity of the disease
and the vegetative development , such as the number of leaves per plant and the average length of
the leaves of the plants. After the forty days of evaluation, it was evaluated the final production as
number of packs/m?; production of total fresh and dry mass of leaves/m?; commercial production/m?;
copper and nitrogen analysis of leaves. The in vitro experiments were carried out at the
Phytopathology Research Laboratory of the Federal University of Minas Gerais, Campus Montes
Claros, to evaluate the inhibition of fungal mycelial growth. In the first experiment were studied CC
fertilizer at concentrations of 0.125, 0.25, 0.50 and 0.75 mL.L™? and copper hydroxide at 5 mL.L™? .
Already in the second experiment was evaluated the CC fertilizer at concentrations 1.0, 5.0, 10.0,
13.0 and 15.0 mL.L%, for comparison with the control without control and with copper hydroxide. The
Peronospora destructor isolate was grown on PDA medium. Then, 4 mm diameter discs of the culture
medium containing fungal mycelium were removed and placed in the center of Petri dishes, with
different concentrations. The dishes were conditioned at room temperature for a period of 16 days,
when it was obtained mycelial growth until reaching the edges of the control dishes. It was used DIC,
with 5 replications. The causal agent of downy mildew in Bunching onion was identified by typical
morphological characteristics and confirmed by phylogenetic analysis with 100% similarity as being P.
destructor. The fungicide showed incidence and severity in 40 and 45%, respectively. Only the CC
product reduced the severity by 45% at the highest concentration (0.75 mL.L?) studied. For the
vegetative and productive development was observed that there was a greater development of the
aerial part with an increase of 40% and 45% of the CC and fungicide, respectively. In the in vitro
chemical study, the fungicide obtained a 100% reduction in fungal mycelium, while the CC fertilizer
was observed that with increasing concentrations there was a reduction in mycelial growth, reaching

100% control from concentration 5.0 mL.L™.

Keywords: Bunching onion. Downy mildew. foliar fertilizer. Control.
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1 INTRODUCAO

O cinturdo verde de Montes Claros - MG esta localizado na regido do planalto rural, a
aproximadamente 25 km ao sul da cidade. Na Associa¢édo dos Produtores do Planalto Rural existem,
aproximadamente, duzentos agricultores familiares que tém como renda a comercializacdo de
hortifrutigranjeiros, que abastecem comércios como a Central de Abastecimento do Norte de Minas
(Ceanorte) e supermercados locais de Montes Claros-MG. Dentre esses produtos, inclui-se a
cebolinha, muito utilizada pelos consumidores. E uma das principais hortalicas cultivadas, sendo
bastante utilizada na culinaria brasileira (SANTANA et al., 2016; CARVALHO et al., 2019).

A comercializacdo da producgédo de cebolinha gera renda para os agricultores e contribui para a
promocao da segurancga alimentar e nutricional de suas familias. Sendo assim, a reducdo de sua
produtividade pode reduzir a renda familiar desses agricultores. Infere-se que na regido do planalto
rural, no municipio de Montes Claros, a reducdo da produtividade esta diretamente relacionada a
problemas fitossanitarios. E o caso, por exemplo, segundo ANKITA et al. (2020), do cultivo de
cebolinha e a incidéncia de mildio em épocas de temperaturas amenas (inferiores a 22°C) e de alta
umidade do ar. O mildio € uma doencga fungica bastante agressiva e com poucos fungicidas de uso
autorizado para seu controle. Além disso, a maioria dos agricultores da referida regido busca eliminar
0 uso de agrotoxicos em seus cultivos, pois visam a certificacdo organica da producédo de todo o
cinturdo verde de Montes Claros.

Nesse contexto, o presente estudo buscou o controle do mildio na cebolinha, com o uso do
fertilizante foliar o CopperCrop® a base de cobre a 10%. Em sistema de producgéo organica, o uso de
produtos a base de cobre é permitido até 70 mg kg, segundo Brasil (2021) para o controle de
doencas, fato que pode tornar o CC muito importante no manejo do mildio na producéo da cebolinha,
pois, além de fornecer cobre, disponibiliza nutrientes para o desenvolvimento da cultura. Como a
cebolinha possui ciclo curto e seu consumo também pode ser in natura, buscam-se medidas de
manejo mais adequado para o controle do mildio, a fim de evitar contaminagdo do meio ambiente,

dos trabalhadores, do produto final e, consequentemente, dos consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o controle in vivo e in vitro do agente causal do mildio da cebolinha com o fertilizante

foliar CC, bem como o desenvolvimento e a produ¢éo da cebolinha.

2.2 Objetivos Especificos

— Auvaliar a incidéncia e a severidade do mildio em folhas de cebolinha, durante um
periodo de 40 dias;

— Auvaliar o desempenho vegetativo da cultura, como: namero de folhas, comprimento
meédio das folhas, numero de macos, producdo comercial e massa fresca e seca das
folhas de cebolinha;

— Analisar a absorcéo de cobre (Cu) e nitrogénio(N) nas folhas de cebolinha, apés a
aplicagéo do fertilizante foliar CC;

— Auvaliar a taxa de inibicdo do crescimento micelial de P. destructor no controle in vitro,
do fertilizante foliar CC com diferentes concentra¢gdes do produto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da cebolinha

As hortalicas sédo popularmente conhecidas como verduras e legumes e tém papel importante
na mesa do brasileiro, por serem fontes de fibras, vitaminas e minerais. As partes que a compdem,
sendo comestiveis, sdo as raizes tuberosas, tubérculos, caules, folhas, flores, frutos e sementes
(ARAUJO et al., 2007; SA et al., 2019). As hortalicas possuem alto valor nutritivo, principalmente por
conterem sais minerais e vitaminas, sendo recomendado o seu consumo no cardapio, como forma de
suprir as necessidades diarias desses elementos. Além disso, o consumo de hortalicas facilita a
digestdo dos alimentos (SA et al., 2019; LANA, MOITA, 2020).

Dentre as hortalicas, encontra-se a cebolinha (Allium fistulosum L.), também conhecida como
cebolinha-comum. Originaria da Sibéria, a cebolinha pertence a familia das Alidceas e no Brasil &
uma das plantas mais utilizadas como tempero, principalmente em periodos festivos (FREDDO et al.,
2014; CARVALHO et al.,2019). Assim como a producéo de outras hortalicas folhosas, como alface,
salsa e coentro, a cebolinha desempenha um papel importante na economia, principalmente para os
pequenos produtores no Brasil, uma vez que, em algumas regides, a cultura serve como
complemento de renda aos pequenos produtores. De acordo com Carvalho et al. (2019), a cebolinha
€ uma das principais hortalicas cultivadas, sendo bastante utilizada na culinaria das regides Norte e
Nordeste, sendo também cultivada em regides temperadas e subtropicais no mundo todo ( MATOS et
al., 2017).

A cultura se destaca por ser uma das hortalicas mais utilizadas e comercializadas no mundo
todo. Rica em vitaminas A e C, ha inUmeras maneiras de utiliza-la, tanto na elaboragdo de pratos
como na fabricacdo de temperos. Serve como estimulante do apetite, ajuda no combate a gripe e as
doencas das vias respiratérias, além de auxiliar a digestdo. (ZARATE et al., 2005; HEREDIA et al.,
2010; SIMOES et al., 2017; SOUZA et al., 2015).

Quanto as caracterisiticas fisiologicas da planta de cebolinha, é considerada perene, apresenta
folhas cilindricas e fistulosas, com 0,30 a 0,50 m de altura, coloragao verde-escura, e produz pequeno
bulbo cbnico, envolvido por uma pelicula résea, com perfilhamento e formacéo de touceira (HEREDIA
et al., 2010; FILGUEIRA, 2013; PADULA et al., 2022).

A cebolinha é de facil cultivo, suporta frios prolongados e existem cultivares que resistem bem
ao calor. Embora tenha poucas restricbes quanto ao seu plantio, que pode ser realizado em qualquer
época do ano, (PEREIRA et al., 2014) a faixa de temperatura ideal para o cultivo fica entre 8 e 22 °C,
ou seja, em condigdes amenas. Portanto, o perfilhamento € maior nos plantios de fevereiro a julho,
nas regides produtoras do Brasil.

A cebolinha prefere solos silico-argilosos — desde que sejam férteis, profundos e bem drenados
— a areno-argilosos, com pH entre 6,0 e 6,5 e com bom teor de matéria organica. A adubacao
normalmente consiste na adigdo de esterco de galinha, na dose de 5 a 10 L m-2? (FILGUEIRA, 2008).

Para se adquirirem mudas de cebolinha, geralmente é feita a divisdo da touceira, mas €

possivel ser plantada a partir de sementes, Devido ao rebrotamento, efetuam-se diversas colheitas;


https://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tempero
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contudo, também se pode colher a planta de uma Unica vez (KANEKO, 2006).

A colheita da cebolinha inicia-se entre 55 e 60 dias apds o plantio ou entre 85 e 100 dias ap6s
a semeadura, quando as folhas atingem de 0,20 a 0,40 m de altura. Para 0o consumo e
comercializagdo da cebolinha, utiliza-se a planta toda, menos as raizes. (ZARATE et al., 2005;
ZARATE et al., 2010). Trata-se de uma planta altamente perecivel apos a colheita, devido ao elevado
contetido de agua, alta atividade metabdlica e manejo deficiente em pos-colheita (GONZALES et al.,
2012). As folhas da cebolinha sédo suscetiveis a rapida perda de agua ap0s a colheita, acarretando
diversas mudancas na aparéncia, metabolismo e composicdo da hortalica, com consequentes
alteracdes na coloracéo e na qualidade nutricional (WILLS et al., 2007; FRANCA et al., 2015).

Para as etapas de comercializagdo das folhas da cebolinha, as mesmas sdo selecionadas,
preparadas e comercializadas predominantemente na forma de macos, popularmente conhecidos
como cheiro-verde em mercados e feiras de todo o Brasil (MATOS et al., 2011; SCHMITT et al.,
2016). No sistema de cultivo convencional a campo, as plantas sdo colhidas mediante corte da parte
aérea, e, para a formagdo de macos, as folhas senescentes e ou secas devem ser retiradas, sendo
comercializadas apenas as folhas sadias. Geralmente, a comercializagdo das folhas da cebolinha é
feita em macos, juntamente com outras hortalicas folhosas, como salsa e/ou coentro (SCHMITT et al.,
2016).

3.2 Fatores hidticos e abidticos que causam danos a cebola e a cebolinha

Embora a cebola e acebolinha sejam de facil manejo e com baixo custo de producéo, alguns
entraves colaboram para a baixa produtividade, destacando-se alguns fatores biéticos e abidticos. Os
fatores abidticos sdo: estresse hidrico, temperaturas muito elevadas e/ou muito baixas, competicdo
por plantas daninhas, geadas, entre outros. A cultura também é afetada por fatores bioticos, sendo
eles diversas doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, tais como: mildio,
causado pelo fungo Peronospora destructor; antracnose (Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae);
mancha puarpura (Alternaria porri); raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris); podriddo-basal (Fusarium
oxysporum f. sp. cepae); queima-das-pontas (Botrytis spp.); podriddo-branca (Sclerotium cepivorum)
e nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) entre outras (PERREIRA et al., 2013; SILVA et al., 2019).
Esses problemas fitossanitarios causam danos desde o plantio, a colheita e a pés-colheita. Esses
agentes causam perdas significativas na producéo de folhas, semente e bulbos, comprometendo a
comercializacdo desses produtos (MISHRA et al., 2014). Dentre as doencas citadas as fungicas séo
as mais prejudiciais as plantas, sendo responsaveis por aproximadamente 70-80% das doencas das
culturas, reduzindo significativamente a producéo agricola e até causando reducdes desastrosas no
rendimento e impactos econdémicos negativos na agricultura (MCGRATH, 2012; CHEN et al., 2022).

Alguns tratos culturais sao adotados para reduzir danos de patégenos que causam tais
doencgas: uso de cultivares superiores e de técnicas modernas de producdo, como irrigacao,
semeadura direta, mecanizacdo da producdo, adubacéo balanceada, entre outros Associados ao uso
de sementes de melhor padrdo genético, esses tratos vém favorecendo aumentos gradativos e

constantes no rendimento (YURI et al., 2019).
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3.3 Mildio na cebola e cebolinha

Dentre os fatores prejudiciais a producédo da cebola da e cebolinha, encontram-se os fungos
dos Oomicetos causadores do mildio, levando danos severos as plantas, com perda da producao
parcial ou mesmo total da cultura, principalmente na época mais fria do ano. De acordo com Wordell
Filho et al. (2007), o mildio é uma doenca muito importante devido a velocidade com que se propaga
na cultura, o que pode ocasionar grandes perdas.

Segundo Develash e Sugha (1997), Pereira et al. (2014) e Menezes junior et al. (2021), as
perdas como consequéncia da epidemia de mildio podem chegar a 75% da producao de bulbos na
cultura da cebola, devido a velocidade com que o patégeno se propaga na cultura. Para Wordell Filho
et al. (2006), mildio € uma importante doenca na cultura e esta amplamente disseminada em regides
de clima temperado, onde sédo frequentes os periodos de temperaturas amenas, alta umidade e baixa
luminosidade.

O mildio na cebolinha é causado pelo fungo Peronospora destructor, pertencente a familia
Peronosporaceae, ordem Peronosporales, classe Oomicetos (WORDELL FILHO et al., 2006;
ACHARYA, SHRESTHA., 2018). Na cultura da cebolinha, ha relatos de ocorréncia da doenca e/ou
ataque do patdgeno em todos os estagios de crescimento. A doenca é caracterizada pelo presenca
dos sinais nas folhas de cor ligeiramente branca a cinza, com lesé&o circular ou eliptica afundada. Tais
lesBes sdo encontradas em um Unico lado do caule e principalmente nas folhas mais velhas. Depois
da infecgéo, a cor da folha muda de verde claro para amarelo, seguindo-se de necrose de uma &rea
particular e crescimento micelial nas folhas da cebolinha, que geralmente consistem em esporangios
e 0 esporangiéforos com caracteristicas de ramificacdo. Com o progresso da doenca, a infeccao vai
induzindo atrofiamento, desfolhamento, declinio e morte de tecidos vegetais (DOMINGUES; TOFOLI.,
2009; ANKITA et al., 2020).

Os sintomas da doenca surgem principalmente em épocas com temperaturas mais baixas,
inferiores a 22 °C, e alta umildade relativa do ar. O mildio € uma doenga com ocorréncia mais comum
no Sul do pais. Contudo, essa doenga pode ocorrer também de forma variavel nas regibes Sudeste e
Centro-oeste, nas épocas mais frias do ano (MARCUZZO et al., 2016; ANKITA et al., 2020;
MENEZES JUNIOR et al., 2021).

O oomiceto sobrevive em plantas voluntarias de cebola, cebolinha e alho, em bulbos e
sementes infectados, servindo como fontes de indculo (PEREIRA et al., 2014; MENEZES JUNIOR et
al., 2021). Para esse grupo de fungos, ha duas formas de reproducéo, destacando-se a assexuada,
que dara origem a zodsporos méveis em um zoosporangio, 0s quais, ao entrarem em contato com
agua livre no limbo foliar das plantas, dardo origem a novos ciclos da doenca. No que tange a
reproducdo sexuada, a unido dos gametangios masculinos (anteridios) e femininos (oog6nios)
formard um zigoto denominado de odsporo (GOULD, 2010). Esporos sexuais, denominados
obsporos, podem persistir no solo e infectar plantas de cebola e/ou cebolinha no plantio seguinte.
Contudo, o plantio de bulbos infectados aparece como o ponto inicial do ciclo primario da doenca.

Apo6s o ciclo primério, o mildio é disseminado no campo por meio de estruturas reprodutivas
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(esporangios) e esporos (zodsporos), por correntes de ar e pela agua. Os esporos séo produzidos em
noites com temperaturas inferiores a 22°C e umidade relativa acima de 95% e liberados pela manha,
podendo se manter viaveis por até quatro dias. Na presenca de agua livre, os esporos germinam e
penetram as folhas. Apds o estabelecimento do patégeno, seu ciclo de vida se completa. Entretanto,
com temperaturas altas e baixa umidade do ar, 0os esporos ndo germinam; ocorre, assim, a
paralisacdo do desenvolvimento e ndo ha esporulacao de P. destructor (PEREIRA et al., 2014).

Sendo assim, pode se dizer que o progresso de epidemias de mildio na cultura da cebola e na
cebolinha é altamente dependente das condicGes climaticas, as quais influem na disseminacao e
sobrevivéncia dos esporos de um ciclo da doenga, até que novas infec¢des ocorram (WORDELL
FILHO et al.,2006).

Para Marcuzzo; Duffeck (2016), o estabelecimento de uma doenca depende da interacéo entre
ambiente, patdgeno e hospedeiro. Com relagdo ao ambiente, a temperatura e 0 molhamento foliar
sdo fundamentais para o processo epidemiolégico. De acordo com o relatado por Marcuzzo e Moraes
(2017), o conhecimento da biologia do patégeno € de grande importancia para compreender a
epidemiologia e o desenvolvimento da doenca no campo, bem como para tomar medidas de manejo
da doenca.

O mildio é uma doenga que compromete o desenvolvimento fisiologico da planta. Técnicas
como rotacdo de cultura, vigor das plantas transplantadas, bem com o uso de fungicidas especificos
contribuem para a reducdo da incidéncia desses patégenos (GONZALEZ et al., 2010). Em
complemento a abordagem anterior, Mishra et al. (2014) e Gilardi et al. (2020) relatam que sao
utilizados produtos quimicos no controle de doencas e pragas, como fungicidas e inseticidas, porém o
uso descontrolados desses agentes quimicos geram sérios problemas ambientais, afetando os

insetos polinizadores, fungos antagonistas e inimigos naturais.

3.4 3.4 Medidas de controle do mildio na cebola, alho e cebolinha

Na literatura séo relatadas algumas medida de controle para a doenca do mildio, bem como o
controle preventivo, que consiste em evitar areas de baixadas para o plantio e locais com alta
umidade do ar; utilizar bulbos e sementes sadios para plantio; eliminar os restos culturais; fazer
rotacdo de cultura, utilizar cultivares resistentes, drenagem do solo e bloqueio de vento na &rea
cultivada (DEVELASH, SUGHA, 1997; KRAUTHAUSEN et al., 2001). Uma outra medida de controle é
controle quimico. Segundo os dados do AGROFIT (BRASIL, 2022), o fungicida registrado para a
cultura da cebolinha é Revus - mandipropamid (éter mandelamida) + mandipropamid — ingrediente
ativo (éter mandelamida- grupo quimico) modo de acao sistemico. Assim como outras espécies do
género Allium (cebola e alho), para controle quimico dessa e das demais espécies, as pulverizacbes
com fungicidas sistémicos séo recomendadas assim que as condigbes ambientais forem favoraveis
ao desenvolvimento da doenca (temperaturas baixas, alta umidade do ar e presenca de neblina).
Alguns fungicidas sdo indicados para o alho e cebola da mesma familia da cebolinha, como
Mancozeb®, Oxicloreto de cobre, Captan ou Metalaxil/Clorothalonil, para controle do mildio. Os

fungicidas devem ser aplicados de forma alternada (rotacéo de ingredientes ativos) em intervalos de
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sete a dez dias quando as condi¢des estiverem favoraveis ao progresso da doenca (BRASIL, 2022;
PEREIRA et al., 2014).

As variedades de cebola e cebolinha em geral cultivadas ndo apresentam resisténcia a
incidéncia de P. destructor. Consequentemente, o controle vem sendo feito com pulveriza¢gbes de
fungicidas protetores (Mancozeb, Oxicloreto de cobre) e sistémicos (Metalaxil, Revus). Essas classes
de fungicidas contribuem para a reducédo da incidéncia de patdgenos, sendo praticamente o método
de controle mais utilizado pelos agricultores (GONZALEZ et al., 2010; MARCUZZO et al., 2016).
Entretanto, muitas doencas de plantas tém sido controladas por métodos empiricos,
consequentemente tornando desnecessario o uso de agrotoxicos e 0 aumento dos custos de
producéo, que comprometem a rentabilidade financeira da cultura, além de impactar o meio ambiente
e a possibilitar a permanéncia de residuos no produto oferecido ao consumo da populacédo
(WORDELL FILHO et al.,2007). Segundo os mesmos autores, 0 uso racional de fungicidas
preventivos pode reduzir a severidade da doenca, sem comprometer a produtividade.

Alguns agricultores buscam uma producdo menos contaminada para a comercializago,
principalmente de hortalicas folhosas. Sendo assim, medidas de controle alternativo aos produtos
fungicidas vem sendo cada vez mais utilizadas nos Ultimos anos, como o uso de fertilizantes foliares
no controle de fungos. Produtos a base de cobre, como o fosfito de cobre e nonoparticulas de cobre,
tém sido considerados como potenciais no controle de alguns fungos, como Pythium sp e
Phytophthora, da mesma classe dos oomicetes (SANTOS et al., 2018; VANTI et al., 2020). Pode-se
considerar também o CC, por ser um fertilizante a base de cobre ativo, que fornece cobre
prontamente absorvivel para a planta e pode controlar a doengca do mildio, O fertilizante foliar
apresenta, na sua composi¢ao, nitrogénio (N) 4,09% (54,81 g/L); cobre (Cu) 10,0% (134 g/L); carbono
organico 3,53%, sendo todos esses elementos sollveis em agua e complexados por aminoacidos
5%. (GARRIDO, 2017).

3.5 Fertilizante foliar, cobre e fungicida no controle de fungos

Os fertilizantes podem ser caracterizados como sendo substancias que aumentam a
disponibilidade de nutrientes na planta, de modo a suprir a quantidade ja4 existente para o
desenvolvimento e crescimento mais efetivo, e podem ser aplicados via semente, solo, fertirrigacdo
e/ou via aplicacéo foliar (GOWARIKER, 2009; BRASIL, 2016).

A adubacéo foliar é uma préatica extremamente importante para a exploragéo racional das
culturas agricolas, sendo fundamental para a obtencdo de bons rendimentos. Quando aplicada de
forma adequada e bem equilibrada, a adubacéo foliar traz ao produtor ndo s6 ganhos em
produtividade, mas também a melhoria da qualidade da producdo, do estado fitossanitario das
plantas, entre outros beneficios (PORTO et al.,2012).

A aplicacao de fertilizantes foliares tem sido utilizado cada vez mais, ndo s6 no exterior como
também no Brasil, em virtude, dentre outros fatores, da necessidade de se buscar altas
produtividades das culturas. Nesse contexto, produtos cada vez mais eficientes e econémicos tém
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sido desenvolvidos para satisfazer as exigéncias nutricionais das plantas, levando a um aumento
significativo da disponibilidade de produtos comerciais contendo micronutrientes nos ultimos anos
(PERREIRA; MELO, 2002; MINIKOWSKI, 2018).

As pulverizagdes foliares de fertilizantes tém sido usadas para fornecer micronutrientes
essenciais para as vias metabolicas necessarias para reforcar as barreiras de resisténcia contra
patégenos de planta — como a cera camada e a parede celular —, e também para atuar como
cofatores de diversos enzimas envolvidas nas respostas de defesa, contetdo de clorofila e
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Entre os agentes antimicrobianos inorganicos, os compostos com 0 micronutriente cobre tém
sido amplamente utilizados na agricultura como fungicida, pesticida, algicida e herbicida, bem como
em pecudria, como desinfetante (KANHED et al.; 2014). O cobre, mais importante ainda como um
elemento mineral essencial, desempenha um papel importante, ativando a resposta de defesa das
plantas, com efeito antimicrobiano e bacteriostatico, auxiliando no controle de doengas em plantas
(CARVALHO et al., 2012; SATHIYABAMA; MANIKANDAN, 2018). O cobre é conhecido por exibir um
biocida de amplo espectro e inibir efetivamente o crescimento de bactérias, fungos e algas
(CHOWDHURY et al., 2013) e tem sido usado como fungicida desde 1882 na area de Bordeaux, na
Franca, onde observaram que uma mistura de cobre, sulfato e calcio causaram uma reducdo na
porcentagem do fungo Plasmopara viticola em plantas de uva. Essa mistura, conhecida como mistura
de Bordeaux ou calda bordalesa, ainda é usada para prevenir danos em diversas culturas, causados
por diversos tipos de fungos. Desde entao, muitos agroquimicos a base de cobre tém sido produzidos
e usados na agricultura, como oxicloreto de cobre (CuClz), hidroxido de cobre [Cu(OH)2] e Oxido
cuproso (Cuz0) (GIANNOUSI et al., 2013).

Fungicida, do latim fungus (= fungo) + caedo (= matar), “matador de fungo” e/ou substancia
guimica que mata fungos (REIS; BRESOLIN, 2007), sdo produtos quimicos capazes de prevenir
infeccdo de tecido de plantas vivas por fungos fitopatogénicos. Um conceito mais abrangente diz que
fungicidas sdo compostos quimicos empregados no controle de doencas causadas por fungos,
bactérias e algas (GARCIA, 1999; REIS; BRESOLIN, 2007). Entretanto, uma substancia quimica,
para ser fungicida, ndo necessita obrigatoriamente matar o fungo. Alguns atuam no controle da
doenca, controlando o crescimento micelial ou esporulacdo do fungo. Sdo chamados de substancias
fungistaticas (REIS; BRESOLIN, 2007).

A classificagdo dos fungicidas é geralmente baseada na natureza quimica e no modo de acao
do produto contra o fitopatbgeno: sdo protetores ou de contato, erradicantes e sistémicos,
fungistatico, antiesporulante, preventivo, etc. (ZAMBOLIM et al.,1995). Os fungicidas ndo devem ser
téxicos ao homem e aos animais, principalmente aqueles aplicados diretamente na prote¢do do
orgaos comestiveis, como frutas, hortalicas e cereais (GARCIA,1999; GILARDI et al., 2020).

Os fungicidas sistémicos normalmente ndo atuam como 0s protetores, nem inibem a
germinacédo dos esporos e tubo germinativo dos fungos na superficie dos tecidos; porém, apresentam
grande efeito inibidor a qualquer desenvolvimento flingico no interior da planta. Como primeiro passo
da translocacao, o fungicida deve penetrar na planta, seja via radicular, foliar, através do caule ou das

sementes. O transporte de fungicidas se d& tanto via radicular quanto por via foliar e, dependendo de
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suas propriedades, podera translocar pelo floema (GARCIA,1999; REIS et al., 2010).

O controle quimico dos oomicetes apresentam caracteristicas de agdo protetora (multissitios)
e nao sistémicos capazes de atingir uma vasta gama de patdgenos, ou seja, um largo espectro de
acdo. A exemplo, o Clorothalonil, sozinho ou associado a outro fungicida, (CAMARGOS, 2017). Os
fungicidas protetores sdo aplicados antes da presenca do indculo nos sitios de infeccdo e ficam
depositados nos orgaos das plantas, que absorvem o produto e impedem os esporos de germinar
(REIS et al., 2010).

Os fungicidas tém funcdes controladoras especificas, especialmente durante a pré-
penetragdo, colonizacao e infec¢do dos fungos. Para controlar o crescimento dos fungos, os produtos
devem alcancar o interior das células, agindo sobre organelas e processos fisiologicos e desencadear
o colapso do patégeno. Uma vez no interior das células, agem sobre a parede celular, membrana,
mitocdndria, causando desordens respiratérias, prejudicando a sintese de proteinas, a funcionalidade
de membranas e outros processos relativos a nucleo e pigmentos. As células dos fungos sao
envoltas por uma camada chamada de parede celular, as quais apresentam sele¢do para a entrada e
saida de substéncias (REIS et al., 2010).

Os fungicidas protetores inibem a germinacdo de esporos e tubo germinativo dos fungos na
superficie dos tecidos da planta (GARCIA, 1999; GOVERS et al., 2017), penetram no interior dos
microorganismos, provocando rea¢es quimicas nado especificas, com grupamentos sulfidrilicos (SH),
amino (NH2), Hidroxilicos (OH), presentes nas proteinas, com acido nucleicos e seus precursores em
varias rotas metabdlicas; por exemplo, o Maneb, ooxicloreto de cobre e o sulfato de cobre
(ZAMBOLIM et al., 1995;GOVERS et al., 2017).

De acordo com relatos de Vasconcelos (2018), Gilardi et al. (2020) e Andrade et al. (2017);
Vanti et al. (2020), apesar da eficiencia do uso de fungicidas no controle de patégenos de plantas, a
utilizacdo incorreta pode causar danos ao meio ambiente e a saide humana. Frequentemente, o0s
fungicidas se mobilizam pela agua, ar e solo. Os autores relatam, ainda, que medidas alternativas de
controle devem ser testadas para evitar uso execivo de fungicidas. A busca por novos fungicidas é

importante, devido ao aumento gradual de novas cepas de fungos resistentes.
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Controle de Peronospora destructor em Allium Fistulosum L. com fertilizante foliar a

base de cobre

Resumo

O mildio é uma doenca fangica que limita a produgao da cebolinha (Allium fistulosum) devido
a sua agressividade e dificuldade de controle. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o controle
in vivo e in vitro do agente causal do mildio da cebolinha com o fertilizante foliar Copper
Crop®(CC), bem como o desenvolvimento e a producdo da cultura. Para o experimento in
vivo, foram aplicadas quatro concentracdes de 0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L* do CC. Plantas
pulverizadas com o fungicida de hidréxido de cobre na concentracdo de 5 mL.L* (controle 2 )
ou sem aplicagdo de produto (controle 1) foram consideradas como testemunhas. Utilizou-se
neste experimento o DBC, com quatro repeticdes. Foi feita a identificacdo morfoldgica e
molecular do fungo, avaliou-se a incidéncia, a severidade, o desenvolvimento vegetativo, a
producdo e analisou-se a concentracdo de cobre e nitrogénio das folhas. No experimento 1 in
vitro, avaliaram-se as concentracdes de 0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L* do fertilizante CC e do
hidréxido de cobre na mesma concentracdo (5 mL.Lt) do experimento in vivo na inibicdo do
crescimento micelial. Ja no experimento 2 in vitro, foi avaliado o fertilizante CC nas
concentracdes de 1,0, 5,0, 10,0, 13,0 e 15,0 mL.L™* (concentragdes de cobre compativeis ao do
fungicida). Utilizou-se o DIC, com 5 repeticbes. Pelas caracteristicas morfoldgicas e
moleculares, foi identificada a espécie Perosnospora destructor como o agente causal da
doenca. Apenas o fungicida causou reducdo de 40% na incidéncia da doenca. Porém, houve
controle de 45% da severidade da doenga com o fungicida e na maior concentracdo do
produto CC. Para desenvolvimento vegetativo e producdo, obtiveram-se resultados similares
ao da severidade. Para o controle quimico in vitro, o fungicida causou redugdo de 100% do
micélio fungico, enquanto que para o fertilizante CC essa reducdo ocorreu a partir da

concentracédo de 5,0 mL.L1.

Palavras-Chaves: Allium fistulosum. Mildio. Fertilizante foliar. Controle quimico.
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Control of Peronospora destructor in Allium Fistulosum L. with copper foliar fertilizer

Abstract

Downy mildew is a fungal disease that limits the production of Bunching onion (Allium
fistulosum) due to its aggressiveness and difficult control. In this work the objective was to
evaluate the in vivo and in vitro control of the causal agent of downy mildew of Bunching
onion with the Copper Crop®(CC) foliar fertilizer, as well as the development and production
of the crop. For the in vivo experiment were applied four concentrations of 0.125, 0.25, 0.50
and 0.75 mL.L? of CC. Plants sprayed with copper hydroxide fungicide at a concentration of
5 mL.L-1 (control 2) or without product application (control 1) were considered as controls. It
was used in this experiment the DBC, with four replications. It was carried out the
morphological and molecular identification of the fungus, they were evaluated the incidence,
severity, vegetative development, production and it was analyzed the concentration of copper
and nitrogen of the leaves. In experiment 1 in vitro were evaluated the concentrations of
0.125, 0.25, 0.50 and 0.75 mL.L* of CC fertilizer and copper hydroxide at the same
concentration (5 mL.L1) of the in vivo experiment on the inhibition of mycelial growth.
Already in experiment 2 in vitro was evaluated CC fertilizer at concentrations of 1.0, 5.0,
10.0, 13.0 and 15.0 mL.L™* (copper concentrations compatible with that of the fungicide). It
was used DIC, with 5 replications. By the morphological and molecular characteristics was
identified the species Perosnospora destructor as the causal agent of the disease. Only the
fungicide caused a 40% reduction in the incidence of the disease. However, there was control
of 45% of the disease severity with the fungicide and at the highest concentration of the CC
product. For vegetative development and production, there were obtained similar results to of
the severity. For the in vitro chemical control, the fungicide caused a 100% reduction in the
fungal mycelium, while for the CC fertilizer this reduction occurred from the concentration of
5.0 mL.L™.

Keywords: Allium fistulosum. Downy mildew. foliar fertilizer. Chemical control.
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1. Introdugéo

A cebolinha (Allium fistulosum), também conhecida como cebolinha-comum, é
originaria da Sibéria e pertence a familia das Aliaceas. No Brasil, assim como a producéo de
outras hortaligas folhosas como alface, salsa, coentro, a cultura da cebolinha desempenha um
papel importante na economia, principalmente, para pequenos produtores. A cebolinha é uma
das principais hortalicas cultivadas, sendo bastante utilizada na culinaria como tempero,
principalmente em periodos festivos de inverno (Santana et al.,2016; Carvalho et al., 2019;
Souza et al., 2018; Silva et al., 2019), sendo produzida por produtores em cinturbes de
hortalicas, nas regides proximas aos grandes centros urbanos.

O cultivo da cebola e da cebolinha pode ser limitado devido a doencas flngicas tais
como: mancha purpura (Alternaria porri), mildio (Peronospora destructor), queima das
pontas (Botrytis squamosa), antracnose (Colletotrichum sp.), podriddo mole (Pectobacterium
carotovorum sub sp. carotovurum), podriddo de escamas (Burkholderia cepacia) e mofo preto
(Aspergillus niger, Penicillium sp., Fusarium oxysporum f.sp. cepae, Rhizopus sp.), entre
outros (Marconatto et al., 2017; Silva et al., 2019; Marcuzzo et al., 2020).

Dentre os principais problemas fitossanitarios na cebolinha estd o mildio causado por P.
destructor. A doenca é caracterizada pelo presenca dos sinais nas folhas de cor ligeiramente
branco a cinza, com lesdes deprimidas circulares ou elipticas. Tais lesdes sdo encontradas em
um unico lado do caule e principalmente nas folhas mais velhas. Apds a infec¢do, a cor da
folha muda de verde claro para amarelo, seguindo-se de necrose de uma area particular. O
crescimento micelial nos tecidos geralmente consiste em esporangios e o esporangiéforos com
caracteristicas de ramificagdo. Com o progresso da doenca, a infeccdo leva a atrofiamento,
desfolhamento, declinio e morte de tecidos vegetais. Os sintomas surgem principalmente em
épocas com temperaturas mais baixas, inferiores a 22°C, e alta umidade relativa do ar
(Marcuzzo et al. 2016; Ankita et al.;2020), favorecendo o aumento da disseminagdo da
doenca através do vento e das irrigagdes ou chuvas (Ankita et al., 2020; Marcuzzo et al.,
2020; Fujiwara et al., 2021). P. destructor tem limitado a producdo de cebolinha devido a sua
agressividade e existe uma caréncia de fungicidas recomendados para o controle. Entretanto,
uma das dificuldades de controle de mildio em cebolinha se deve ao consumo in natura, ao
sistema de producdo organica, ao ciclo curto e ao periodo de caréncia do fungicida.

Entretanto, o uso de fertilizantes a base de cobre tem sido relatado por varios
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pesquisadores no controle de Phytophthora spp., P. infestans, Pythium sp., Pythium
aphanidermatum (Dalio et al., 2014; Adaskaveg et al., 2015; Zabrieski et al., 2015; Goverset
al., 2017; Santos et al., 2018). O fertilizante foliar CC possui, em sua composic¢do, 10% de
cobre complexado com aminoacidos, podendo ser um produto promissor no manejo do mildio
na producdo da cebolinha, pois, além de fornecer cobre e agdo nutricional as plantas, também
pode ter acdo fungicida. Barroso (2016) e Schumann (2018) avaliaram os fertilizantes foliares
contendo cobre complexado com aminoacidos (FFCA, CC) no controle in vivo de
Xanthomonas campestris pv. Campestris e observaram uma reducdo da severidade da doenca
da podrid@o negra do repolho.

Objetivou-se, assim, neste trabalho, avaliar o controle in vivo e in vitro do agente causal
do mildio da cebolinha com o fertilizante foliar CC, bem como o desenvolvimento e a

producdo da cultura.

2. Material e métodos

2.1. Experimento in vivo

Instalacdo e avaliagdo do experimento: o experimento foi instalado durante os
meses de junho e julho de 2021, em lavoura comercial na regido do planalto rural do
municipio de Montes Claros, no Estado de Minas Gerais, Brasil, com historico de mildio em
cebolinha. A area experimental estd localizada na latitude Sul de 16° 53' 06,7” S, longitude
43°51'51” W, tem altitude de 991m e o clima, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo
Aw-tropical de savana, com invernos secos e verdes chuvosos. Para o preparo do solo, foi
realizada uma aracdo e uma gradagem. Apds o preparo do solo, as covas foram feitas com
enxada para o plantio das mudas de cebolinha. Amostras de solo foram coletadas nas camadas
de 0-20 cm para andlise fisica e quimica do solo. Pelas analises de solo, as seguintes
caracteristicas fisico-quimicas foram: 17,00% argila, 67,90% areia, 15,10% silte, pH em &gua
de 6,30 e 2,04 dag/Kg de matéria orgénica. A adubacgdo orgénica foi feita utilizando esterco
bovino e esterco de galinha curtido, os quais foram colocados nas covas um dia antes do
plantio das mudas. Para obten¢do das mudas de cebolinha, sementes da variedade “Todo ano”
foram colocadas em bandejas e armazenadas em casa de vegetacdo. Apds 10 dias, as mudas
foram transplantadas para o campo, quando apresentaram entre duas a trés folhas definitivas.

As parcelas (canteiros) foram rentes ao solo, sem elevagdes. O protocolo de plantio seguiu o
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padrdo de cultivo do produtor rural, segundo o qual foi desenvolvido o experimento. O total
de parcelas foram 24 (6 tratamentos x 4 repeticGes). O espagamento entre parcelas foi de 1 x
0,50 m, cada parcela medindo 1 x 2 m e constituida por quatro linhas de cultivo, cada uma
com vinte plantas, resultando em oitenta plantas no total. A parcela util foi constituida de doze
plantas centrais. O espacamento utilizado foi de 25 cm entre as linhas de plantio e 10 cm entre
as plantas (0,10 x 0,25m). A area experimental foi de 120m2. Apés o plantio, plantas de
cebolinha com idade de 30 dias de idade e com sintomas de mildio foram pulverizadas com
20 litros do fertilizante foliar CC (N-4,09%, Cu-10,0%, CO-3,53%) nas concentracdes de
0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L™*. Plantas pulverizadas com o fungicida Supera® (hidréxido de
cobre 53,74%) na concentracdo de 5 mL.L* (controle 2) ou sem aplicagdo de produto
(controle 1) foram consideradas como testemunhas. Foram adicionados 1 mL.L* de 6leo
mineral nas concentragbes do fungicida e do fertilizante CC supracitados. As aplicacoes
foram realizadas em intervalos de 3 dias durante 40 dias, até o periodo de colheita das folhas
da cebolinha. Os produtos foram aplicados com pulverizador com bomba de CO2, no periodo
da tarde (ap0s as16h30min pm), nas doses conforme descrito para cada tratamento, até inicio
do escorrimento do produto no limbo foliar. Nesse experimento, utilizou-se o delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro repeticoes.

As irrigacbes foram feitas por microaspersor bailarina, em intervalos de 24 ou 48
horas, conforme a necessidade da cultura e as condi¢Oes climaticas (temperatura e umidade do
solo). O controle de plantas daninhas foi através da capina manual, sendo feitas duas capinas
durante o ciclo da cultura. Os dados climatolégicos, como temperatura e umidade do periodo
experimental em campo, foram obtidos na estacdo meteoroldgica do tipo convencional do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), do municipio de Montes Claros, no Estado de
Minas Gerais, Brasil, localizada a aproximadamente 25 km da &rea experimental.

Para avaliacdo em campo, foram feitas seis avaliacdes, de oito em oito dias, durante
quarenta dias, sendo a primeira avaliagdo realizada no mesmo dia em que se iniciaram as
aplicac@es dos produtos CC e do hidroxido de cobre. Avaliaram-se a incidéncia e a severidade
de mildio em folhas de plantas de cebolinha semanalmente, sendo avaliadas as doze plantas
centrais da parcela util. Para a avaliacdo da severidade, usou-se a escala de notas de 0 a 9
conforme Mohibullah (1991). Para as avaliagdes do desenvolvimento vegetativo, como
medi¢des do nimero de folhas sadias por planta e comprimento médio das folhas das plantas,
mediram-se as trés maiores folhas de cada planta, com auxilio do metro milimetrado. Ap6s 0s

quarenta dias de cultivo avaliaram-se a producdo final, a producdo comercial, a massa fresca e
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seca das plantas. A produgdo final do nimero de magos/m? (magos compostos com média de
12 folhas) de cada parcela. Para a produgdo comercial/m2 (massa fresca total menos folhas
doentes e ou danificadas), foi utilizada a balanga de precisdo para pesagem apenas das folhas
sadias de cada parcela util avaliada. J& para a producdo da massa fresca e seca total de
folhas/m?, coletaram-se as folhas das parcelas Uteis e pesou-se a massa fresca em balanca de
precisdo. A seguir, as amostras foram colocadas em saco de papel Kraft liso e levadas para
secagem em estufa a 65°C, por um periodo de sete dias, sendo pesados todos os dias, até que
0 peso do dia seguinte mantenha-se constante em relacdo ao peso do dia anterior e toda agua
presente nas folhas da cebolinha tenha sido eliminada. Apds esse procedimento, as folhas
secas foram pesadas, obtendo-se assim a massa seca.

Amostras foliares foram encaminhadas ao Laboratério Ribersolo (Laboratério de
Anélise Agricola em Ribeirdo Preto, SP) para a analise de cobre (Cu) e Nitrogénio (N),
conforme metodologia de Silva (2009). Para realizacdo da analise do teor de cobre no tecido
foliar, pesaram-se 500 mg da massa seca e adicionaram-se 8,0 mL de uma mistura &cida de
nitrico-perclorico na proporgéo 3:1, mantendo a amostra a frio por um periodo de 3 a 4 horas.
A seguir, as amostras foram colocadas no bloco digestor, aquecendo lentamente até 120 °C.
ApOs cessar 0 vapor castanho, a temperatura foi aumentada para 200 °C, até cessar o
desprendimento do vapor branco. Apos sair da digestdo, o material foi diluido em 25,0 mL e
levado para leitura no ICP-OES. Para realizacdo da analise do teor de nitrogénio (N) em
tecido vegetal, foram pesadas 100 mg da massa seca do material, juntamente com uma
mistura catalitica feita com sulfato de potéassio e 6xido de mercurio. Depois, adicionaram-se
2,0 mL de acido sulfarico concentrado e o material foi levado para um bloco digestor e
aquecido lentamente até 330 °C. Apoés a digestdo, o material foi clareado com perdxido de
hidrogénio, destilado na presenca de uma base forte e titulado com &cido sulfurico 0,05 mol.L"
1, utilizando-se acido bérico a 2% como solucdo indicadora.

Para identificagdo do patogeno, amostras foliares de cebolinha com sintomas e sinais
do agente causal foram coletadas na area experimental antes da aplicacdo do fungicida ou do
fertilizante foliar CC. A seguir, as amostras foram levadas para o Laborat6rio de Pesquisa em
Fitopatologia (LPF) da UFMG, Campus Montes Claros, MG, para identificagdo morfologica
do patogeno. A identificacdo morfologica foi baseada nas caracteristicas dos esporangios e
esporangioforos (Odhiambo, 1986; Langston & Sumner, 2000; Goker et al., 2007). Para
identificacdo molecular, amostras foliares sintomaticas e materiais fungico coletados pela

raspagem foliar adicionados em tubo de Eppendorf foram enviados para a Clinica
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Agronbémica (Laboratério de Diagnostico Fitossanitario e Consultoria, Porto Alegre,RS). Para
extracdo do DNA, os esporangidsporos foram moidos até a obtencdo de um po fino em N2
liquido, utilizando-se um pistilo esterilizado e microtubo de 1,5 mL previamente congelado.
A extracdo de DNA total, utilizando-se 100 mg de material moido homogeneizado, foi
realizada com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison, EUA), conforme
as instrucbes do fabricante. Apés a extracdo, 0 DNA foi quantificado em espectrofotémetro
(Nanodrop Thermo Scientific modelo 2000), com a determinacdo da absorbéncia a A260 nm
e A280nm. A concentracdo do DNA foi ajustada para 50 ng/uL, usando-se agua ultrapura. A
identidade molecular do isolado foi determinada por amplificacdo por PCR e sequenciamento
das regides espacgadoras transcritas internas (ITS), 5.8S rDNA e partes de 18S e 28S rDNA
(White et al., 1990). O produto de PCR foi sequenciado em ambas as direcdes, utilizando-se
0s mesmos primers da PCR pela empresa ATCGene Molecular Analysis, utilizando um
sequenciador automatico AB-3500 (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias obtidas foram
editadas no programa BioEdit 7.0.5.3 e as sequéncias de consenso foram analisadas por meio
do software Molecular Evolution Ary Genetics Analysis — MEGAX (Kumar et al., 2018),
construido com o algoritmo ClustalW e comparadas no banco de dados NCBI GenBank. As
analises filogenéticas foram realizadas pelo método da Maxima Verossimilhanca, por meio do

programa MEGAX, utilizando-se 1000 repeticdes.

2.2. Experimento in vitro

O experimento in vitro foi realizado no LPF da UFMG, sendo realizados dois
experimentos. No experimento 1, foram utilizadas as concentracbes de 0,125, 0,25, 0,50 e
0,75 mL.L* do fertilizante foliar CC e de 5 mL.L* de hidréxido de cobre como substancia de
referéncia. As mesmas concentragdes utilizadas em campo. Placas de Petri contendo meio
BDA, sem acréscimo de produtos e inoculadas com o fungo foram consideradas como
testemunhas. Para isso, os produtos foram dissolvidos em meio de cultura BDA e vertidos em
placas de Petri de 90 mm de didmetro. Foi utilizado o isolado de P. destructor obtido de
plantas de cebolinha, o qual foi cultivado em meio BDA por 14 dias em temperatura
ambiente. Em seguida, retiraram-se discos de 5 mm de didmetro do meio de cultura contendo
micélio fungico do isolado e colocou-se um disco no centro das placas de Petri com as
diferentes concentra¢des do fertilizante foliar CC e do hidréxido de cobre. As placas foram

incubadas a temperatura ambiente e a avaliagdo do crescimento micelial foi feita medindo o
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diametro das col6nias de P. destructor em dois sentidos, horizontal e vertical, usando-se uma
régua graduada (mm). As avalia¢des foram a cada dois dias, até atingir o crescimento total (90
mm) da placa usada como testemunha, sendo comparada com os demais tratamentos. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes. O célculo da percentagem de inibicdo do crescimento micelial foi determinado
conforme equacao descrita por Edgington et al. (1971).

Para 0 experimento 2, utilizou-se a mesma metodologia descrita anteriormente, porém,
as concentracOes do fertilizante foliar CC foram diferentes e foram avaliadas durante periodo
de 16 dias. Nesse experimento, foi feita a comparacéo de inibi¢cdo do crescimento micelial do
CC nas concentragdes 1,0, 5,0, 10,0, 13,0 e 15,0 mL.L"* (concentracdes estas, maiores que as
expostas no experimento 1) com a testemunha (hidréxido de cobre) 5 mL.L*:. Para
determinagdo de tais concentra¢des do CC, foi utilizada uma quantidade do produto com
concentracdao de cobre existente no produto CC, sendo esta compativel com a quantidade de
cobre existente na concentracdo 5 mL.L™ do fungicida (hidréxido de cobre). A concentracéo

determinada foi de 13,0 mL.L™ e, a partir desta, foram definidas as demais concentragdes.

2.3. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico R, versao
4.1.3 (R Core Team, 2022). Para isso, modelos lineares generalizados (GLM) foram
construidos, utilizando-se a distribuicdo de erro mais adequada a natureza dos dados. Foi
avaliado se os diferentes tratamentos ao longo do tempo influenciariam a severidade e
incidéncia da doenca, bem como a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de fungo
em meio sélido, utilizando-se a distribuicdo de erro Binomial com funcgdo de ligacdo Logit,
sendo a sobredispersdo corrigida com a distribuicdo quasibinomial. Para avaliar a influéncia
dos tratamentos sobre o niumero de folhas e 0 nimero de macos, foi utilizada a distribuicdo de
erro de Poisson e a sobredispersao foi corrigida com quasipoisson. A distribui¢cdo de erro de
Gaussian foi utilizada para verificar a influéncia dos tratamentos sobre a massa fresca, a
massa seca, a producdo comercial e os comprimentos médios das folhas. A significAncia dos
modelos completos foi testada e os termos ndo significativos retirados do modelo. Também
foi realizada analise de residuos dos modelos minimos, para verificar a adequacdo dos

mesmos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
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com auxilio do pacote “agricolae”. Foram considerados estatisticamente significativos valores
de p <0,05 (Crawley, 2007).

3. Resultados

3.1. Identificacdo do patégeno

Para a identificacdo de P. Destructor, utilizaram-se as caracteristicas morfoldgicas das
estruturas dos esporangiéforos e dos esporangios em microscopio 6tico e em Microscopio
Eletronico de Varredura-MEV (Figuras 1A, B, C e D). Na éarea experimental, foram
observados nas folhas da cebolinha sintomas tipicos de mildio causados por P. destructor. Os
principais sintomas foram lesfes foliares, com crescimento micelial de cor cinza e
amarelecimento das folhas mais velhas (Figuras 1 E, F e G), reducdo do crescimento da
planta e necrose foliar. A identificacdo molecular, ao analisar a sequéncia do gene ITS do
isolado 16208 proveniente de cebolinha (Figura 2), apresentou 100% de similaridade com
sequéncias da mesma regido da espécie P. destructor depositadas no banco de dados
nucleotideos — GenBank (NCBI).
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Figural. Esporangioforos e esporangios de Peronospora destructor em microscopia otica (A,

C) e em MEV (B, D). Sintomas tipicos observados em cebolinha, com amarelecimento das
folhas velhas (E), micélio de cor cinza em folhas (F) e esporangi6foros e esporangios

observados em microscopio estereoscopico no aumento de 10X (G).
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3.2.1 Incidéncia e severidade em campo

A incidéncia da doenca nas parcelas no inicio das avaliacbes, nos tratamentos
fungicida (hidréxido de cobre) 5 mL.L* (controle 2) sem aplicacdo do produto (controle 1),
CC 0,50, CC 0,25, CC 0,125 e CC 0,75 mL.L"%, no inicio das avaliagdes (0 dia), foi de 77,
92, 92, 98, 100 e 100%, respectivamente (Figura 3A). Com excecdo do tratamento com
fungicida, todos os tratamentos apresentaram 100% de incidéncia a partir da segunda
avaliacdo (8 dias), até a ultima avaliacdo (40 dias). A partir da terceira avaliacdo (16 dias), o
tratamento fungicida promoveu uma reducdo na incidéncia, chegando a reduzir em 40% a
incidéncia na sexta avaliacdo (40 dias), em relacdo aos demais tratamentos. Ja a doenca na
testemunha sem aplicacdo do produto (controle 1) apresentou maior severidade em todas as
avaliacOes, atingindo maior severidade (nota 6) aos 16 dias, com queda decrescente até aos 40
dias (Figura 3B). Os tratamentos com fungicida (controle 2) e CC 0,25, 0,50 e 0,75 mL.L*!
reduziram a severidade da doenca na cebolinha. Porém, maiores reducdes na severidade
ocorreram com a maior concentracdo de CC 0,75 mL.L* e com o fungicida hidréxido de
cobre 5 mL.L™* (controle 2). No pico de maior severidade da doenca, o tratamento CC 0,75
mL.L? reduziu a severidade da doenca em aproximadamente 45% em relacdo a testemunha

sem aplicacdo do produto (controle 1).
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Figura 3. Incidéncia (A) e severidade (B) de P. destructor em cebolinha sem aplicacdo de

produto (Controle 1) ou com aplicagdo do fungicida hidréxido de cobre 5 mL.L* (Controle 2)



39

ou fertilizante foliar CC em diferentes concentracgées (0,125; 0,25; 0,50 e 0,75 mL.L™?).

3.2.2 Desenvolvimento vegetativo e producéo da cebolinha em campo

Para a analise de variancia em relagdo ao numero de folhas, houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 1), com maior quantidade de numero de folhas
sadias no tratamento com fungicida (controle 2), seguidos em ordem decrescente pelos
tratamentos CC 0,75, CC 0,50, CC 0,25 e CC 0,125 mL.L™%, sendo o tratamento sem aplicacdo
do produto testemunha (controle 1) com menor numero de folhas sadias nas plantas da
cebolinha. J& para o comprimento médio das folhas, também houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 1), sendo que os tratamentos com fungicida e maior
concentracdo do CC 0,75 mL.L™* apresentaram resultados semelhantes, com maiores valores
de comprimento médio das folhas em relacdo aos demais tratamentos. O tratamento sem
aplicacdo do produto (controle 1) ficou com menor comprimento médio das folhas. A
producdo de massa fresca e seca de folhas de cebolinha/m? apresentou comportamento similar
com relagdo aos tratamentos (Tabelal) com maiores producdes no tratamento com fungicida
(controle 2), seguidos pelos tratamentos CC 0,50 e 0,75 mL.L™. Ja a producdo expressa pelo
numero de maco/m? foi significativamente maior nos tratamentos fungicida (controle 2),, CC
0,75 e CC 0,50 mL.L, em comparacdo com a testemunha (controle 1) sem aplicacdo de
produto (Tabela 1). No entanto, a producdo comercial/m? foi significativamente maior apenas
nos tratamentos com fungicida (controle 2), e CC 0,75 mL.L!, com uma diferenca de 40% na
producdo comercial entre os tratamentos CC 0,75 mL.L"e a testemunha (controle 1). J& 0s
demais tratamentos (CC 0,125; 0,25; 0,50 mL.L™') ndo diferiram significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 5%, mas apresentaram aumento na producédo (Tabela 1). Pela analise de
variancia, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos quanto ao teor de N foliar na
cebolinha. No entanto, o teor de cobre apresentou diferenca significativa entre os tratamentos,
com maior concentracdo no limbo foliar da cebolinha tratada com fungicida hidréxido de
cobre (controle 2), em comparacdo com tratamento (controle 1) sem aplicagdo do produto, e
os demais tratamentos CC nas diferentes concentracdes nao diferiram entre si pelo teste de

tukey a 5% de significancia (Tabela 1).
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Tabela 1

Valores médios de nimero de folhas por planta (N.° FP), comprimento médio das folhas (CMF) ¢m, niUmero de magos/m2( N.° M/m?), producdo de massa fresca
(MF) e seca (MS) total de folhas/m?2, producdo comercial/m? (PC/m?), cobre (Cu) e nitrogénio (N) em cebolinha apos aplicacdo de fertilizante foliar Copper
Crop (CC) em diferentes concentragdes, fungicida hidréxido de cobre 5 mL.L* (Controle 2) e sem aplicacdo de produto ( Controle 1).

Tratamentos N.°FP CMF ¢m) N.© M/m? MF(g) MS(g) PC/m? Cu N
Controle 1 11.9+26f 42.3+6.0e 13.2£3.5d 72.9+36.6 C 14.2+13c 385.2+119.4 b 158+3.4b 35.5+1.0
Controle 2 175+43a 47.2459a 27.2+2.7 a 154.7+27.3 a 18.7¥1.2a 702+56.9 a 161.3+89.8a 39.0+2.4

CCO0.125 mL.L* 13.2+2.8e  43.5+5.8d 17.7£2.5 cd 93.7£16.2 bc 13.7£1.1 bc 569+ 126.8 ab 34.1+13.7b 34.2+3.1
CCO0.25 mL.L? 144+£3.0d 44.8+#5.7c 19.2+2.6 bcd  105.0+154 bc  15.5+0.7ab  586.5+£120.0 ab 60+ 27.4Db 38.4+3.8
CC0.50 mL.L? 155+£3.2¢c 46.2459Db 21.5+2.6 abc 120.7#5.8abc  17.0£0.4ab  610.5+114.6 ab 40.5+16.7b 39.9+45
CCO0.75mL.L* 16.7£39b  47.2+6.0a 245+26ab 1345+13.7ab 17.7+09 a 642+ 105.5a 51.3x15.1b 39.8+£5.8

CV% 5.88 0.29 13.67 19.08 6.06 18.84 65.81 10,01

As médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3. Controle quimico in vitro

Ao analisar o efeito do fator fungicida (hidréxido de cobre) na concentracdo utilizada
de 5,0 mL.L%, em relacdo ao fertilizante foliar CC avaliado, houve diferenca entre os
tratamentos (experimento I). Verificou-se que a aplicacdo do fungicida foi mais eficiente no
controle P. destructor, proporcionando a inibi¢do de 100% do crescimento micelial. Ja para as
concentracdes utilizadas (CC 0,125 mL.L™%, CC 0,25 mL.L™%, CC 0,50 mL.L%, CC 0,75 mL.L"
1) do fertilizante, foi menor o efeito da percentagem de inibicdo do crescimento micelial em
relacdo ao fungicida. Houve diferenca também entre as concentracdes avaliadas do CC 0,75
mL.L, uma vez que o isolado P. destructor foi mais sensivel na concentragéo 0,75 mL.L™
com maior controle em relacdo as demais, com aproximadamente 35% de controle. Seguindo
em ordem decrescente de controle CC 0,50 mL.L*, 27%; CC 0,25 mL.L™1, 25%; CC 0,125
mL.L%, 20% (analisando-se o Gltimo dia de avaliacdo), o isolado foi menos sensivel (Figura
4A). Em relacdo aos dias de avaliagdes, o fungicida hidréxido de cobre permaneceu constante
durante os 14 dias avaliados, enquanto o CC, em todas as concentracdes avaliadas, apresentou
decréscimo na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial ao passar dos dias. No
primeiro dia de avaliacdo, as concentracdes foram de aproximadamente CC 0,75 mL.L7,
50%; CC 0,50 mL.L™%, 40%; CC 0,25 mL.L?, 35%; CC 0,125 mL.L, 23% de controle. No
altimo dia de avaliacgdo, foram de 0,75 mL.L?, 35%; CC 0,50 mL.L", 27%; CC 0,25 mL.L™?,
25%, CC 0,125 mL.L*, 20% de controle (Figura 4A). Isso pode ser explicado pelo fato de
que o produto ndo obteve um controle 100% de inibicdo devido as baixas concentracdes
utilizadas. O micélio fangico se desenvolveu, mesmo que com lento desenvolvimento. Porém,
com o passar dos dias, o efeito do produto foi diminuindo, assim como seu efeito inibitério.
Essa diferenca da sensibilidade do isolado de P. destructor em relagdo aos produtos avaliados
pode estar relacionada ao micronutriente, o cobre, que esta presente na composicdo tanto do
fungicida hidroxido de cobre quanto do fertilizante CC, porém em menor quantidade. No
experimento 2 in vitro, todas as concentragdes utilizadas apresentaram 100% na inibicdo do
crescimento micelial, exceto a concentragdo de 1,0 mL.L?, em que o isolado foi menos
sensivel. Em relacdo aos 16 dias de avaliagdes, somente a CC 1,0 mL.L™ apresentou um
decréscimo nos primeiros dias, com 75% de controle; ao ultimo dia, chegando a 40% de
controle. As demais concentracfes permaneceram constantes, sem perder o efeito inibitorio

do produto sobre o micélio fangico (Figura 4B).
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Figura 4.Controle in vitro experimento 1 (A) e experimento 2 (B) acdo do fungicida
hidroxido de cobre (testemunha) e de diferentes concentracbes de CC na inibicdo do

crescimento micelial de P. destructor da cebolinha.

4. Discussao

4.1. ldentificacdo do patégeno

Para a identificacdo morfologica, as principais caracteristicas tipicas do fungo P.
destructor observadas foram micélio cenocitico e hialino medindo entre 3,6 a 6,9 um de
largura, com esporangios hialinos em forma de limdo, piriforme a fusiforme, com medidas
entre 50,4 — 70,7 x 20,4 — 35,9 um, produzidos em esporangi6foros dicotomicamente
ramificados com tamanhos variados e determinados com angulos agudos de ramos terciarios
(Odhiambo, 1986; Langston & Sumner, 2000; Goker et al., 2007). Na analise molecular e/ou
analise filogenética, o isolado agrupou-se com as sequéncias de referéncias depositadas no

GenBank mais similares a espécie P. destructor descrita por Thines et al. (2020).

4.2. Controle in vivo

4.2.1 Incidéncia e severidade em campo
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Os 40 dias de avaliagdes (junho a julho) foram considerados um dos periodos mais
frios do ano na regido, com temperatura meédia de 22 °C e com umidade relativa do ar de
62,50 %, de acordo com os dados do Instituto Nacional de Meteorologia-INMET 2021, da
estacdo mais proxima da area de plantio, a aproximadamente 25 km (Figura 5). Entretanto,
no local de plantio, devido a intensa irrigagao exigida pela cultura, acredita-se que a umidade
relativa do ar esteja bem mais alta do que o exposto de acordo com os dados do INMET. Isso
pode ter contribuido para o aumento da doenca em campo, havendo assim alta na incidéncia e
severidade da doenca, uma vez que o agente causal do mildio, o P. destructor, em condicdes
ideais como temperatura igual ou inferior a 22 °C e alta umidade relativa do ar, prolifera mais
rapido. Marcuzzo; Duffeck (2016) estudaram a influéncia da temperatura e da duracdo do
molhamento foliar na severidade de P. destructor em cebola e demonstraram que a doenca foi
mais severa na temperatura entre 10 e 15 °C, quando o periodo de molhamento foliar
ultrapassou 10 horas. Os mesmos autores também verificaram que a 25 °C houve
aparecimento de sintomas, mesmo apdés 40 horas de molhamento foliar. Ao analisar 0s
tratamentos, tanto o fungicida hidroxido de cobre (controle 2) quanto as diferentes
concentracdes do CC mostraram efeito positivo no controle em relacdo a testemunha sem
aplicacdo de produto (controle 1), na severidade da doenca em campo. Romanazzi et al.
(2021) estudaram a eficiéncia de hidroxido de cobre e quitosana no controle de Plasmopara
viticola em videira e verificaram que a formulacdo de quitonasa a 0,5 e 0,8%, sozinha e com o0
hidroxido de cobre, proporcionou boa protegdo contra P. viticola durante as estacGes da
doenca de alta e baixa pressdo. Fonseca et al. (2019) avaliaram concentracdes de cobre no
controle de Phyllosticta citricarpa e concluiram que aplicagdes em intervalos de catorze dias
de oxicloreto de cobre a 31 e 24,5 mg/m® em copa foram eficientes na reducdo da incidéncia e
severidade da doenca. Em outro estudo, Franco et al. (2020) verificaram a eficacia de trés
fontes e trés concentragdes de fungicidas cupricos (hidréxido de cobre, oxicloreto de cobre,
Oxido cuproso) no controle de P. citricarpa em frutos de laranjeira ‘Pera’ inoculados ou sob
infeccdo natural, e demonstraram que o hidroxido de cobre propociou maior reducdo na
incidéncia e severidade da doenca, com menor dosagem de cobre metélico (43,7 g de
Cu**100L%).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo para o controle de P.
Destructor, a eficacia do fertilizante foliar CC na reducdo da severidade da doenca pode ser
explicada pela presenca do cobre bioativo (10%) presente na composicao do fertilizante foliar

CC, agindo como efeito fungistatico e ou fungicida sobre o fungo, conforme observado nos
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experimentos in vitro. No entanto, como as condi¢Oes de temperatura e umidade foram ideais
para 0 progresso da doenca e com carga de inoculo constante, houve menor reducdo na

incidéncia da doenca.

4.2.2 Desenvolvimento vegetativo e producéo da cebolinha em campo

O tratamento sem aplicacdo do produto (controle 1), tanto nas avaliacdes do
desempenho vegetativo quanto na producdo, foi relativamente menor em comparacdo aos
demais tratamentos de todas as variaveis avaliadas. 1sso pode ser explicado pelo fato de esse
tratamento ndo receber nenhum controle, havendo maior severidade da doenca em campo, e
consequentemente reducdo da taxa fotossintética da planta interferindo no seu crescimento e
desenvolvimento, pois a planta deixa de receber nutrientes essenciais, impactando diretamente
na producdo (Cerqueira et al. (2017), Dalio et al. (2014), Goncalves et al. (2016) e
Marcuzzoet al. (2020) relatam que os fungos reduzem a fotossintese da planta, levando a
reducdo do crescimento e da producdo). Ja para os tratamentos com aplica¢fes de produto a
base de cobre, tanto do fungicida hidréxido de cobre na concentracdo 5 mL.L* (controle 2)
quanto das diferentes dosagens do fertilizante foliar CC, que também possui cobre em sua
composicdo (10% de cobre bioativo), foram significativamente superiores, bem como na
maior concentracdo CC 0,75 mL.L! obteve-se maior controle entre as demais concentragdes
(Tabela 1), em relagdo a testemunha sem aplicacdo do produto (controle 1). Isso pode ser
explicado pelo fato de que produtos a base de cobre tém controle sobre o fungo, por agirem
como protetores, uma vez que o fungo P. destructor estd presente na parte aérea da planta
(Marcuzzoet al., 2020). As classes de fungicidas protetores agem como camada fina protetora
na planta, fazendo com que as folhas ainda néo contaminadas fiquem protegidas do fungo. Os
fungicidas protetores, por exemplo, o Maneb, o oxicloreto de cobre e o sulfato de cobre
(Zambolim et al., 2016; Govers et al., 2017), inibem a germinacdo dos esporos e tubo
germinativo dos fungos na superficie dos tecidos da planta (Garcia, 1999; Govers et al.,
2017), penetram no interior dos microorganismos, provocando reacGes quimicas ndo
especificas, com grupamentos sulfidrilicos (SH), amino (NH2), Hidroxilicos (OH) presentes
nas proteinas, com acido nucleicos e seus precursores, em varias rotas metabolicas.

Chen et al. (2022) avaliaram nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO) no controle
de Phytophthora nicotianae na cultura do tabaco e verificaram que a concentracdo de 100

mg.L* de NPsCuO interferiu no processo de crescimento e reproducéo do fungo, reprimindo
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0 crescimento de hifas, germinacdo de esporos e produgdo de esporangios. Tal eficacia de
controle foi observada pelos autores, tanto in vitro como em casa vegetacdo. Ribeiro et al.
(2017), em trabalhos com o acetato de cobre para o controle in vitro de Pythium insidiosum,
obtiveram resultados de efeito inibitério do crescimento micelial na concentracdo de 4-64
ug/ml. Govers et al.(2017), em estudos que avaliaram o controle de Phytophthora com
tratamento de sulfato de cobre, observaram que o produto reduziu com sucesso a infeccdo em
até 86% e o tratamento com sulfato de cobre 0,2 ppm foi tdo bem sucedido quanto o
tratamento de 2,0 ppm. Giannousi et al. (2013) testaram o controle de Phytophthora infestans
com nanoparticulas de cobre e relataram sobre a eficacia de 69,61% dos produtos a base de
cobre como efeito positivo no controle da doenca. Ainda segundo os autores, as NPs a base de
cobre diminuem a porcentagem de infeccdo em comparagdo com as parcelas ndo tratadas e se
mostram mais eficazes contra P. infestans do que todos os produtos de referéncia testados.
Zambolim (2016) avaliou o controle de Hemileia vastatrix no cafeeiro, com mistura de calda
bordalesa com a composi¢do de 7509 de sulfato de cobre e verificou que houve controle da
doenca em 75% devido a composi¢do com adigdo de sulfato de cobre. Em outro estudo,
Carmona et al. (2018) avaliaram o fertilizante foliar fosfito de cobre em combinagdo com o
fungicida estrobilurina-triazol no controle de Septoria glycines e Cercospora kikuchii e
relataram um aumento da eficacia do fungicida quando associado ao fertilizante. Marcuzzoet
al. (2016) ressaltam que métodos de controles alternativos, com o uso de produtos a base de
cobre para 0 manejo do mildio em cebola, tém sido cada vez mais utilizados em sistema
organico de cultivo.

Para analise de cobre e nitrogénio, ndo houve diferenca entre os tratamentos para o
nitrogénio. Isso pode ser explicado pela pouca concentracdo do nutriente presente na
composicdo do produto CC (N-4,09%) e/ou pela baixa concentragdo do produto usado no
experimento e nenhuma presenga do nutriente na composi¢do do fungicida, o que explica a
pouca absorcdo no limbo foliar. J& a andlise de cobre foi superior no tratamento com
fungicida hidroxido de cobre (controle 2) em relacdo aos demais tratamentos, o que pode ser
explicado por uma concentragdo maior do nutriente cobre no produto (Cu-35%) e/ou maior
concentracdo do produto utilizado no experimento (5 mL.L1). Obteve-se uma absor¢do maior
e/ou o produto foi melhor absorvido pelo limbo foliar da planta. Entretanto, o fertilizante
foliar CC, mesmo com pouca absor¢do do cobre no limbo foliar, demonstrou efeito fungicida
sobre o fungo, perante resultados obtidos no presente estudo em campo, permitindo o controle

da doenca e fornecendo nutricdo para as plantas, melhorando a qualidade da cebolinha e
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mantendo as folhas com aspecto verde-escuro, como observado durante as avaliages em
campo, fortalecendo assim o metabolismo das plantas e protegendo-as do fungo. De acordo
com Taiz & Zeiger (2013), Sathiyabama & Manikandan (2018) e Shang et al. (2020),
fertilizantes foliares tém sido usados para fornecer micronutrientes essenciais para as vias
metabolicas necessarias para reforcar as barreiras de resisténcia contra patogenos de plantas,
como camada d ecera e a parede celular, além de atuarem como co-fatores de diversas
enzimas envolvidas nas respostas de defesa, contetido de clorofila e fotossintese.

De acordo com os relatos de varios trabalhos com produtos a base de cobre, e 0s
resultados obtidos no presente estudo com o fertilizante foliar o CC que também possui cobre
na sua composicdo, acredita-se ter acdo fungicida para o patdgeno P. destructor.
Possibilitando assim, a redugdo da reproducdo do fungo, e permitindo o controle da doenca
em campo. Pode-se levar em consideracdo também a acdo nutricional do produto nas plantas,
melhorando a qualidade da cebolinha, e a producdo de modo geral. O uso de produtos a base
de cobre como controle alternativo de doencas, pode reduzir o uso de fungicidas, podendo ser

mais vidvel o custo de aquisi¢cdo desses produtos.

4.3. Controle quimico in vitro

De acordo com os resultados dos experimentos in vitro, observou-se que, com 0
aumento das concentra¢des do produto CC, houve aumento na mesma propor¢do na inibicéo
do crescimento micelial de P. destructor. Santos et al. (2018) avaliaram a eficacia de fosfitos
de cobre, um fertilizante foliar, no controle in vitro de Pythium sp. e observaram nos
resultados obtidos a inibicdo do crescimento micelial do fungo. Ainda segundo os autores,
houve um efeito fungicida significativo entre as concentragfes dos produtos e o crescimento
micelial, sendo que, com o0 aumento das concentragdes, ocorreu uma reducdo do crescimento
micelial do Pythium sp. e na maior concentragdo de 0, 006% ocorreu uma acdo fungicida
sobre o fungo. Benfradj et al. (2016) investigaram a eficacia de alguns bioagentes e
fungicidas e, entre os fungicidas avaliados, foram testados o hidroxido de cobre nas doses
1509/L e metal de cobre 1,5 kg/ha no controle in vitro de Phytophthora, Phytopythium e
especies de Pythium, agentes causais da gomose dos citrus. Esses autores observaram inibicao
do crescimento micelial fungico de 100% para todos os oomicetos avaliados com o fungicida
a base de cobre. Vanti et al. (2020) estudaram o controle in vitro de P. aphanidermatum com

a utilizacdo de nanoparticulas de quitosana-cobre e verificaram a eficacia do produto a base
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de cobre, controlando ate 98% do crescimento micelial fungico.

Em outros trabalhos com fertilizante foliar e/ou produtos a base de cobre,
Fagundes-Nacarath et al (2018) avaliaram o controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum —
doenca do fejoeiro — com a utilizacdo de fosfitos a base de cobre e obsevaram inibicdo do
crescimento micelial em 100% na maior concentracdo de 0,090 mol.L™! de fosfito de cobre.
Ainda segundo 0os mesmos autores, 0 uso do fertilizante a base de cobre tem efeito positivo no
controle do fungo e pode ser uma alternativa de manejo. Kanhed et al. (2014) avaliaram a
eficacia antifangica in vitro de NpsCuO (20 pg/disco) contra F. oxysporum, Curvularia
lunata, Alternaria alternata e Phoma destructiva e relataram que NPsCuO mostraram
atividade antiflngica significativa contra os fungos fitopatogénicos. Os autores concluiram
que 0os NPsCuO podem ser usados para o controle de fungos patogénicos na agricultura.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo do controle in vitro de P.
Destructor e como demonstrados em outros trabalhos com fungos submetidos ao controle
com produtos a base de cobre, as concentracdes de cobre presente no resulta no melhor
controle do crescimento micelial, uma vez que o produto a base de cobre tem efeito inibitorio
positivo contra o agente causal da doenca do mildio o P. destructor. Sendo assim, torna-se
desnecessaria a utilizacdo de concentracdes superiores a 5,0 mL.L™* do fertilizante CC,
apresentando esta concentracdo 100% de controle no teste in vitro, evitando-se assim maiores
custos com a aquisic¢éo do produto.

Para o agricultor que visa ao aumento da qualidade e da quantidade da producéo de
cebolinha em pequenas areas de cultivo, o produto CC demonstrou ser eficiente no controle
do mildio do agente causal P.destructor, nas caracteristicas avaliadas em campo e em
laboratdrio, sendo mais vantajoso em questdes de qualidade e sanidade do produto final para
comercializacdo, principalmente para as culturas de ciclo curto, como a cebolinha. No
entanto, estudos futuros em condi¢des de campo sdo necessarios para confirmagao dos testes
de controle quimico in vitro para maiores concentracdes (experimento 2, Figura 4B) do
produto CC.

5. Concluséo
— O agente causal do mildio na cebolinha é Peronospora destructor.

— O fertilizante foliar CC reduziu a incidéncia e a severidade da doenca.

— A aplicacdo do fertilizante foliar CC promove maior desenvolvimento vegetativo e
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producdo da cebolinha e possui baixa retengdo ou absor¢do do cobre no tecido foliar.
— O fertilizante foliar CC inibi o crescimento micelial de P. destructor in vitro em todas
as concentracgdes estudadas, com o aumento das concentragdes ocorre maior inibicao

micelial.
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